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Résumé : 
Les flavonoïdes de Rosmarinus officinalis sont extraits avec le méthanol aqueux (80%). 
Une étude phytochimique réalisée par une chromatographie sur couche mince et des analyses 
spectrales UV-Visible, montre que cette plante contient principalement des acides phénols et des 
flavonoїdes parmi lesquels la lutéoline, l’apigénine et la quercétine sont identifiées. 
L’activité antibactérienne de l’extrait brut et des molécules identifiées est mise en 
évidence par la méthode de diffusion sur gélose contre les espèces cliniques : Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus et Proteus mirabilis. 
Selon l’intensité de leur activité antibactérienne, nos extraits sont classés comme suit : 
lutéoline > apigénine > quercétine > extrait brut. Les CMIs de la lutéoline et de l’apigénine sont de 
0,050 mg/ml pour E. coli et S. aureus et de 0.080 mg/ml pour P. mirabilis. Celles de la quercétine 
sont de 0.150 mg/ml pour E. coli, 0,165 mg/ml pour S. aureus et 0.200 mg/ml pour P. mirabilis.  
 
Mots clés : Rosmarinus officinalis, flavonoїdes, identification, activité antibactérienne.  
 
Introduction : 
es polyphénols sont des composés aromatiques naturels produits lors du métabolisme      
secondaire des végétaux. Rosmarinus officinalis, communément appelé le romarin, est un 
arbrisseau de la famille des lamiacées poussant à l’état sauvage sur le pourtour 
méditerranéen. Pour cette plante, nous réalisons une extraction des composés phénoliques 
présents. Puis une séparation et une identification des flavonoїdes présents en quantités suffisantes. 
Ceci afin de tester leur activité antibactérienne sur Escherichia coli, Staphylococcus aureus et 
Proteus mirabilis. 
 
Matériel et méthodes : 
 
Le Matériel végétal : R. officinalis a été récolté lors de la floraison en mai 2007 de la 
région El-Ouana, de Jijel. Pour ce travail, nous utilisons les feuilles des sommités florales, séchées 
et broyées. 
 
Microorganismes et milieux : Nos trois espèces proviennent du CHU de Constantine. De 
chaque solution de microorganismes nous prélevons 0,2 ml que nous mettons dans 20 ml de 
bouillon nutritif stérile. L’incubation est réalisée à 37°C pendant 3 à 5 h afin de normaliser les 
cultures à 106 cfu/ml.  
 
Extraction des polyphénols : Elle se fait par trois macérations successives du matériel 
végétal avec le mélange éthanol/eau (8/2 : v/v) [1]. Après filtration, le mélange est évaporé dans un 
rotavapor  jusqu’à l’obtention d’un extrait aqueux. 
 
Partitions entre solvants (affrontements): Cette étape nous permet la séparation des 
polyphénols présents dans l’extrait brut du départ : l’éther de pétrole enlève les composés non 
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phénoliques (cette phase est ensuite rejetée), l’éther diéthylique soutire les acides phénols et les 
aglycones. Enfin l’acétate d’éthyle soutire les aglycones qui restent et une partie des flavonoides 
glycosylés. 
Les phases éther diéthylique, acétate d’éthyle et la phase aqueuse restante sont évaporées 
à sec puis reprises dans 3 ml d’eau distillée. 
 
Séparation des composés phénoliques et identification des flavonoїdes : Pour chaque 
phase nous réalisons une chromatographie sur couche mince (CCM : Mecherey-Nagel ref. 803013, 
France) avec gel de polyamide DC6 afin de séparer les composés présents. Pour la phase éther et 
acétate nous utilisons le système solvant : toluène/ méthanol / méthyléthylcétone (4 / 3 / 3) et pour 
la phase aqueuse le système : eau / méthanol / méthyléthylcétone / acéthylacétone (13 / 3 / 3 / 1). 
Les molécules sont détectées à l’aide d’une lampe UV (Ltd d’aigle, Grande Bretagne) à 365 nm, 
puis elles sont grattées sur gel et filtrées avec de l’éthanol. 
 
Les spectres d’absorption UV-Visible sont réalisés pour chaque composé afin de 
connaître sa nature (spectrophotomètre UV-17000, Pharma Spec UV. France). Pour les flavonoïdes 
présents en quantités suffisantes nous réalisons une identification grâce à une série d’analyses 
spectrales basée sur l’addition du NaOH, de l’AlCl3 / l’HCl et enfin du NaOAc / H3BO3 [2],[3]. 
 
Activité antibactérienne : Nous utilisons la méthode de diffusion sur gélose [4].Cette 
activité est testée pour l’extrait brut du départ et les flavonoïdes identifiés. Les solutions 
bactériennes normalisées auparavant sont ensemencées sur le milieu Muller-Hinton (Institut 
Pasteur, Alger, Algérie). L’incubation se fait à 37 °C pendant 24 h. 
 
Résultats et discussion : 
 
L’analyse phytochimique des composés séparés montre que la phase éther contient 
principalement des acides phénols avec des spectres UV-Visible à un seul pic caractéristique aux 
environs de 209 nm [2]. Trois flavonoïdes seulement sont présents dans cette phase. Les phase 
acétate et H2O, quant à elles, contiennent plusieurs flavonoïdes avec deux pics caractéristiques : le 
premier aux environs de 310 et 385 nm et le deuxième aux environs de 250 et 280 nm [2]. 
Seulement trois flavonoïdes sont présents en quantité suffisante pour l’identification par l’analyse 
spectrale. Cette dernière permet d’observer ce qui suit : 
 
Le premier composé a une fluorescence violette sous UV, une migration importante (Rf) 
dans le solvant (4 / 3 / 3) et des pics à 250 et 310 nm indiquant une flavone non glcosylée 
(aglycone) avec un OH en C5. La soude provoque un déplacement bathochrome de la bande I 
indiquant un OH en C4’. L'absence de bande III avec ce produit indique un OR en C7 qui est 
confirmé par l’absence d’effet bathochrome avec le NaOAc. Entre les spectres enregistrés avec le 
AlCl3 et AlCl3 / HCl, il y a un déplacement hypsochrome de la bande I indiquant la présence d’un 
ortho di-OH en C3’ et C4’. Ceci est vérifié par le déplacement bathochrome de la bande I avec le  
NaOAc / H3BO3. L’AlCl3 avec l’HCl cause aussi un déplacement bathochrome confirmant le OH 
en C5. Il s’agit donc d’une lutéoline. 
 
Le deuxième composé est aussi une flavone avec un OH libre en C5. Il a un Rf très 
important dans le système (4 / 3 / 3) témoignant qu’il s’agit d’un aglycone. La soude provoque un 
déplacement bathochrome de la bande I et l’apparition d’une troisième bande indiquant un OH libre 
en C4 et un antre en C7 respectivement. Le NaOAc donne un déplacement bathochrome confirmant 
le OH en C7 et ne provoque pas un déplacement des spectres avec l’H3BO3 indiquant l’absence 
d’ortho di-OH. Ceci est confirmé par la stabilité des spectres en présence de l’AlCl3 et de l’AlCl3 / 
HCl. Ce qui indique aussi un OH libre en C5. Le composé est une apigénine aglycone. 
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Le troisième composé est une flavonol substituée en C3 (fluorescence violette et pics à 
256 et 355 nm). Le Rf est très faible dans le système (13 / 3 / 3 / 1) indiquant une aglycone aussi. La 
soude provoque un effet bathochrome de la bande I et l’apparition d’une troisième bande 
témoignant de la présence d’un OH en C4’ et un autre en C7. Le NaOAc confirme cette dernière 
information avec le déplacement bathochrome de la bande II qu’il engendre. La présence de l’ortho 
di-OH est indiqué par les déplacements hypochrome et bathochrome de la bande I avec l’AlCl3 / 
HCl et le NaOAc / H3BO3 respectivement. L’AlCl3 / HCl provoque aussi un effet bathochrome de 
la bande I indiquant un OH libre en C5. Il s’agit donc d’une quercétine. 
 
L’activité antibactérienne, quand elle existe, se manifeste par des zones d’inhibition 
autour des patchs (disques). Le diamètre de ces zones est proportionnel à l’intensité de l’activité 
antibactérienne. 
 
D’après nos résultats, nous remarquons que l’extrait brut ainsi que les trois flavonoїdes 
donnent tous des zones d’inhibition (tableau 1). Ils sont donc capables d’arrêter la croissance E. 
coli, S. aureus et P. mirabilis. 
 
 Extrait Brut Lutéoline Apigénine Quercétine 
E. coli 0.180 0.050 0.050 0.150 
S. aureus 0.180 0.050 0.054 0.165 
P. mirabilis 0.200 0.080 0.085 0.200 
Tableau 1 : Valeurs des CMIs enregistrées par chaque extrait (mg/ml). 
 
L’extrait brut donne des CMIs (concentrations minimales d’inhibition) de 0,180 mg/ml 
pour E. coli et S. aureus. Et 0,200 mg/ml pour P. mirabilis. 
 
La lutéoline inhibe la croissance d’E. coli, S. aureus et P. mirabilis avec des CMIs de 
0,050 mg/ml, 0,050 mg/ml et 0,080 mg/ml respectivement. L’apigénine donne des CMIs proches 
de : 0,050 mg/ml pour E. coli, 0,054 mg/ml pour S. aureus et 0,085 mg/ml pour P. mirabilis. Pour 
la quercétine les CMIs sont plus hautes avec : 0,150 mg/ml pour E. coli, 0,165 mg/ml pour S. 
aureus et 0,200 mg/ml pour P. mirabilis.  
 
Ceci nous permet donc de classer nos extraits selon leur activité comme suit : lutéoline > 
apigénine > quercétine > extrait brut. 
 
Pour E. coli, nous avons des zones d’inhibition plus importantes, avec une 
moyenne de 13,666mm témoignant de la grande sensibilité de cette espèce. Pour S. aureus 
et P. mirabilis, les zones d’inhibition sont moins importantes indiquant qu’elles sont 
moins sensibles que la première. Aussi, nous remarquons que tous nos extraits donnent 
une proportionnalité directe entre leur concentration et le diamètre des zones qu’ils 
engendrent. Nos résultats permettent de classer les bactéries selon leur sensibilité comme 
suit : E. coli > S.  aureus > P.  mirabilis. 
 
Discussion : 
 
Le romarin contient plusieurs acides phénols et flavonoїdes dont nous sommes arrivés à 
identifier deux flavones et une flavonol : la lutéoline, l’apigénine, et la quercétine. Ceci est 
conforme à d’autres travaux déjà réalisés sur cette plante [5],[6]. D’autres études ont montré que ces 
flavonoïdes étaient fréquemment présents chez différentes plantes médicinales [7],[8],[9]. Le 
nombre important des composés phénoliques détectés chez cette plante indique qu’elle pourrait 
avoir un grand intérêt dans différentes industries, notamment thérapeutiques, pharmaceutiques et 
agricoles. 
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L’activité antimicrobienne des flavonoïdes identifiés est plus importante que celle de 
l’extrait brut. Ceci peut s’expliquer par le fait que les flavonoïdes actifs sont présents en faible 
quantité dans le mélange du départ, mais une fois isolés et concentrés ils deviennent  plus actifs. 
Toutes les bactéries testées sont sensibles aux flavonoїdes identifiés conformément à 
d’autres travaux réalisés auparavant [10],[11]. Ces microorganismes montrent qu’en réalité, ils sont 
plus sensibles à la lutéoline plus qu’aux autres flavonoïdes. Cette molécule serait donc la plus 
adaptée pour traiter les infections causées par nos bactéries. 
E. coli est, quant à elle, l’espèce la plus sensible. Sa CMI la plus basse est de 0,050 
mg/ml enregistrée par la lutéoline et l’apigénine. Ceci peut signifier que de faibles concentrations 
en ces molécules seraient suffisantes pour limiter, voire même éliminer complètement les infections 
causées par ce microorganisme. 
Les bactéries testées sont des Gram+ et des Gram-, ce qui indique que les 
flavonoïdes n’agissent pas sur la paroi bactérienne mais plutôt sur un mécanisme interne. 
D’après un travail déjà réalisé dans ce sens, ces composés sont supposés agir sur l’ADN, 
l’ARN et la synthèse protéique [12]. 
 
Conclusion : 
Les flavonoïdes de R. officinalis permettent l’inhibition de certains microorganismes 
responsables des infections urinaires, digestives et broncho-pulmonaires indiquant ainsi qu’ils 
pourraient être utilisés pour soigner ces maladies. Les extraits de cette plante donnent une inhibition 
d’E. coli avec de très basses concentrations, mais nécessitaient de plus fortes valeurs pour arrêter la 
croissance de S. aureus  et P. mirabilis. 
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